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博士の学位論文審査結果の要旨 
 
学位論文題目  
  
Adenovirus vector expressing keratinocyte growth factor 
using CAG promoter impairs pulmonary function of mice 
with elastase-induced emphysema 
 
(CAGプロモーターを用いたkeratinocyte growth factor (KGF) 発現アデノウイルス         
ベクター投与は,エラスターゼ肺気腫マウスの肺機能を障害する) 
 
keratinocyte growth factor (KGF) は肺胞上皮細胞の増殖,分化を刺激し,組織を修復
することが知られている.BALB/cマウスエラスターゼ肺気腫モデルおよびCAGプロモー
ターを用いたKGF発現アデノウイルスベクターを作成し,肺気腫モデル完成後に同ベク
ター投与を行い（後投与）,KGF発現効果を検討した.エラスターゼ投与1週後にKGF発現
アデノウイルスベクター (1.0x109 PFU/mouse)を気管内投与した.対照として生理食塩
水,または発現単位を持たないコントロールベクターを投与した.エラスターゼ投与2週
後に生理学的検査および組織学的検査,生化学的検査などの検討を行った.KGF群ではサ
ーファクタント蛋白,SP-Dの増加がみられたものの,生理学的検査では最大走行速度が
低下した.KGF群の病理組織像でII型肺胞上皮細胞の増殖がみられ,肺胞間距離の短縮が
認められた.KGF群の生存率は対照群との間に差がなかったものの,KGF群に換気, 酸素
化の悪化を認めた.今回の実験条件下においてCAGプロモーターを用いたKGF発現アデノ
ウイルスベクターの後投与は,マウス肺気腫モデルに対して障害をもたらした.エラス
ターゼ肺気腫モデルにおいて,KGF群ではKGFが発現したにも拘わらず,予想に反して肺
機能が損なわれた.発現単位であるKGF発現ユニットを欠くコントロールベクターを投
与した対照群では肺機能を損なわなかった.KGF群と対照群では前者にCAGプロモーター
の関与が考えられることから,KGF発現ユニット自体が肺胞の損傷を引き起こすことが
示唆された.治療の目的が肺機能の改善である場合,アデノウイルス誘発免疫応答を考
慮する必要がある. 
 
 
審査にあたり申請者より以上の内容を説明後,以下の質疑応答がなされた. 
 
大保副査 
質問１：エラスターゼを投与して 1 週間後はまだ,急性期に相当する.慢性期の慢性閉塞性肺
疾患というよりも肺胞構造が破壊された急性肺疾患を対象とした研究ではないか. 
回答：もともと肺気腫は病理学用語であり,閉塞性換気障害を伴う場合は,慢性閉塞性肺疾
患（COPD）と言われている.以前は肺気腫の動物実験モデルは,エラスターゼを使ったエラ
スターゼモデルもしくはタバコの煙を使用した喫煙モデルしかなかった.喫煙モデルであ
れば肺胞の構造に炎症を与え痰の産生を増大させるため,病態的に慢性閉塞性肺疾患に近
いが,エラスターゼモデルの場合には,肺胞が壊れて COPD に形態が似ているものの,慢性炎
症の COPDをみているというよりも急性期の状態を見ているのに近いかも知れない. 
 質問 2：Ⅱ型肺胞上皮細胞であることは形態学以外,何か別のマーカーでも確認を行ったか. 
回答：マーカーでの確認を行っていない.先行研究と同様に形態学的に判断した. 
 
質問 3：他のサーファクタント蛋白については検討をしたか.また,壊れた肺胞組織におい
て SP-Dが増加した意味はどのように考えるか. 
回答：他のサーファクタント蛋白については検討をしていない.壊れた肺胞組織の SP-D が
増加したのは肺胞傷害に対する反応と考える.ナイーブ群(N 群)に比べて他群全ての SP-D
は増加している.エラスターゼを投与することは肺傷害になり,内因性に産生される KGF を
介して SP-D が増えたものと考える.ベクター群ではエラスターゼ群(E 群)に比較してさら
に SP-D が増えているが,それはエラスターゼ単独よりもさらにアデノウイルスという強い
侵襲が加わったためと考える.エラスターゼおよび KGF を発現しないアデノウイルスベク
ターを投与した群（E+W 群）よりもエラスターゼおよび KGF 発現アデノウイルスベクター
を投与した群（E+K群）で SP-Dが増えているのはアデノウイルスによる傷害のみだけでな
く,本研究の要である KGF アデノウイルスベクターが発現したからだと考えている. 
 
質問 4：E+K 群で体重が減少したことについてはどのように考えるか.動物の飼育条件は各
群同一か. 
回答：ナイーブ群に比べてエラスターゼで傷害された群での体重減少および E+W 群でさら
に体重が減少することは妥当である.しかし E+W群に比べて E+K群で体重が極端に低下した
のは問題で酸素化,換気の悪化したことからサーファクタント蛋白の多寡等のアンバラン
スが原因であった可能性がある.動物の飼育条件は各群同一である. 
 
築地副査 
意見：KGF 発現アデノウイルスベクターの CAG プロモーター領域が動物になんらかの傷害
を与えた可能性についての仮説であるが,エラスターゼを投与していない動物を二群に分
け,CAGプロモーター領域を持つ KGF発現アデノウイルスベクターを投与した群と,CAGプロ
モーター領域を持たないコントロールベクターを投与した群を作成し比較すれば,その仮
説を検討できた可能性がある.肺胞における炎症惹起については,気管支肺胞洗浄をしてそ
の中の細胞やサイトカインプロフィールを調べると免疫学的な考察ができたかもしれな
い. 
 
金子主査 
質問１：本研究において E+K 群のみならず E+W 群も細胞浸潤があり肺胞間距離や顕微鏡的
に著変がなかったにもかかわらず,生理学的には大きな違いがでたことについて,さらに考
察ができるとよい.E+W群でも SP-Dが発現しているが,各群の KGFウエスタンブロットは施
行したか. 
回答：KGFのウエスタンブロットは施行した.技術的困難を伴ったものの,E+K群で E+W群よ
りわずかに多い KGFが発現している結果となった.このウエスタンブロットの結果は E+K群
で多量の SP-Dが産生された結果とは解離するが,その理由は不詳であった. 
 
質問 2：肺胞間距離の測定による気腫化の定量については必ずしも肺胞の修復だけを見て
いるわけでなく炎症による壁肥厚等,見かけ上肺胞間距離が短縮しているように見える可
能性の説明があったが,炎症による見かけの肺胞間距離の短縮であれば炎症が治まった時
を狙って測定するとより正確な値となった可能性がある.肺胞間距離以外の二次元的な方
法で気腫化を測定することは検討したか. 
回答：ヒト臨床と同じくマウス肺気腫の多少を胸部レントゲンで評価する方法も試み,獣医
学部の先生の御指導により側臥位で胸部レントゲン写真を撮影し横隔膜の平定化を見るこ
とも試行した.しかし,その変化が微小であったためで評価困難であった.MRIも試みたもの
の解像度が低く気腫化の判別ができなかった.小動物用 CT による評価も試み、気腫化につ
いては確認できたが,1 回あたりの撮影が高価で断念し,結局は 1 次元的な肺胞間距離によ
る評価に立ち返ったと言う経緯があった. 
 
質問 3：KGF発現アデノウイルスベクターをエラスターゼ処置より前に投与したら気腫化が
抑制されたと考えられるか. 
回答：タイミングの問題として,KGFをあらかじめ投与し修復機序を活性化してから肺傷害
を与えると,傷害修復作用が確認されたとする既報告を多く認めた.本研究も同様に KGF 発
現アデノウイルスベクターを傷害前に前投与したならば,本肺気腫モデルで治療効果を得
られた可能性がある.炎症細胞に対する KGF の反応性と言う点でいうと,エラスターゼモデ
ルで作成した肺気腫は、肺胞破壊のため反応する細胞がなくなるほどの形態であった.反応
できる細胞が少なくなるようなエラスターゼモデルにおいて,肺胞構造を修復し,もしくは
生理的に肺気腫を改善させることは困難を伴うと感じた.肺気腫のモデルを,エラスターゼ
モデルでなく喫煙動物モデル,もしくは肺胞の破壊だけでなく炎症や痰にも忠実な,遺伝子
改変動物モデルを使うと仮に後投与でも治療効果が確認できた可能性がある. 
 
その他、いくつかの質問がなされたが、いずれに対しても的確に回答がなされた。 
 
本研究は,エラスターゼ肺気腫モデルマウスに対して KGF 発現アデノウイルスベクター
を投与し,治療効果を示そうとした研究である.KGF発現アデノウイルスベクターの CAGプ
ロモーターはアデノウイルスベクター研究において一般的に用いられており,同プロモー
ターが傷害を引き起こしうることを推定させ注意喚起をすることは意義のある研究であり
今後の肺障害,アデノウイルスベクターの研究に寄与するものであった. 
以上の審査の結果,本研究は,学術的価値は十分に高く,また申請者のこの研究に対する貢
献度と内容の理解度も十分であると認められ,博士の学位授与に値すると判断した. 
 
